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（Differentially Methylated Regions ; DMRs）を形成
し，これによってインプリント遺伝子の片親性発現を制
御している。DNA を新規にメチル化する活性を持つ





























fg 卵母細胞を採取し，定量 PCR およびウェスタンブ
ロットにより発現解析を行った。成長期卵母細胞はサイ



























































mCherry 陽性の ng 卵母細胞（TNAP-dTg ; 72.5±19.7
%, Vasa-dTg ; 88.3±3.8%）および fg卵母細胞（TNAP-




























を mCherry と共に 2A peptide で連結したコンディ
ショナルベクターを構築し，同様にコンディショナル
Tgマウスを作出した。




陽性の 1lox ng 卵母細胞を採取し，Dnmt3a2 および
Dnmt3Lの発現を定量 PCRおよびウェスタンブロット
により解析した。その結果，コントロールとして用いた

































期卵母細胞を 40-49mm および 50-59mm に区分し，イ
ンプリント領域のメチル化解析を行った。その結果，
ng 卵母細胞において部分的なメチル化を受けた Igf2r
（1lox vs. 2lox ; 79.0% vs. 13%）だ け で な く，Lit1
（1lox vs. 2lox ; 55.8% vs. 20.2%）や Zac1（1lox vs.








ル化された（1lox vs. 2lox ; 85.1% vs. 24.0%）。しかし
ながら，Snrpn領域は一貫して 2loxとメチル化状態に
差はなく，Mest領域はこの段階でも低メチル化状態を









































（Igf2r, Lit1, Zac1および Impact）の DNAメチル化解
析を行った。fg-NT胚の母方アレルでは，これまでの報
告通りすべての領域で高メチル化状態であったが，一方







づいたものの，Lit1 DMR に支配される p57kip2 遺伝
子，Zac1および Impact遺伝子のすべてで fg-NTに比
べて発現が抑制されていたことから，メチル化解析の結
果と一致して遺伝子の発現制御が崩壊していることが確
かめられた。これらのことから，早期化したメチル化
は，ほとんどの領域においてはインプリント遺伝子の発
現を制御する機能を持たないことが明らかになった。
考 察
本研究では，卵子特異的インプリントの責任分子は
DNMT3A2/DNMT3Lであることを確かめた上で，それ
らをコンディショナル Tgマウスにより未熟な卵母細胞
において早期に発現させることを可能にした。また，
ng卵母細胞では DNMTsに対する許容性を獲得してお
らず，非メチル化状態を固持していることが明らかに
なった。一方で，成長期卵母細胞において DNMTs に
対する許容性は領域特異的なタイミングで獲得されてい
くことを示した。これらのことから，メチル化インプリ
ント確立には，メチル化を受けるべき領域が DNMTs
に対する許容性を獲得することが必須であり，メチル化
インプリント確立のタイミングは，こうした DNMTs
への許容性を獲得するタイミングに裏打ちされているこ
とが示唆された。
一方，核移植胚を用いた解析により，早期化したメチ
ル化は胚発生過程においてほとんどの場合機能的ではな
かった。このことから，DNAメチル化が付加されただ
けでは受精後維持されず，インプリント遺伝子の片親性
発現を制御することはできないこと，受精後も維持され
るような機能的インプリントは卵母細胞の更に後期の成
長段階において DNMTs以外の因子によってもたらさ
れることが示唆された。その因子が何であるかは今後さ
らなる解析が必要であるが，欠如するとインプリントを
発生過程で失う H3K9ジメチルおよび PGC7/Stella，
あるいは転写因子 Zfp57のような，メチル化を受けた
領域を保護する楔のような存在が必要であると考えられ
た。
本研究より，1）DNMTsの存在はゲノムインプリン
トの確立には十分でないこと，2）卵母細胞が成長期に
移行すると，DNMTsの発現量依存的に一部のインプリ
ント領域のメチル化が確立すること，3）しかし機能的
なインプリントを構成するには DNAメチル化だけでは
不十分であり，メチル化以外の分子機構を必要とするこ
とが明らかになった。
審査報告概要
本研究の論文では，ほ乳類の胚発生や生命維持に不可
欠なゲノムインプリントの分子機構である DNAメチル
化に着目し，DNAメチル基転移酵素が卵子のゲノムイ
ンプリントに果たす役割を追究したものである。DNA
メチル基転移酵素（DNMTs）を生殖細胞で過剰発現す
るトランスジェニックマウスが作製・解析され，その結
果，非成長期卵母細胞における DNMTsの存在はメチ
ル化インプリント確立に十分でないこと，一方，成長期
卵母細胞では DNMTsの量依存的にメチル化インプリ
ントを確立することが示された。また，成熟卵のメチル
化インプリントは受精後も維持されるのに対し，成長期
卵母細胞のインプリントは，体細胞分裂期で脱メチル化
され胚性致死となることを示した。以上の結果から，卵
母細胞がゲノムインプリントを確立するためには，
DNMTs によるメチル化が必要であるものの十分でな
く，他の分子機構を必要とすることが明らかにされた。
これらの研究成果は，エピジェネティクス分野に新たな
展開をもたらすものである。
よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学
位を授与する価値があると判断した。
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